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新 疆 野 苹果 果实 总 RNA 提取 方法 的 筛选 
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摘 要 : 由 于 新 疆 野 苹果 ( Malus sieversii) 果实 富 售 多糖、 多 酚 、 可 溶性 果 胶 及 其 他 次 生 代 谢 物 质 ,导致 果实 的 总 


RNA 提取 相对 比较 困难 ,质量 较 差 。 因 此 ,本 试验 以 不 同 发 育 时 期 的 新 疆 时 苹果 的 果实 为 材料 ,采用 TaKaRa 试剂 
盒 .全 氏 金 试剂 盒 . 田 伟 等 改良 的 CTAB 法 ,本 试验 改良 的 CTAB 法 (一 ) 和 CTAB 法 (二 ) 这 5 种 方法 来 摸索 提取 时 
苹果 果实 的 总 RNA 的 有 效 方法 。 结 果 表 明 :2 种 试剂 盒 均 无 法 从 时 苹果 果实 中 提取 出 RNA; 通 过 3 种 改良 CTAB 


法 提取 的 RNA ,在 琼脂 糖 凝 腕 上 得 到 清晰 的 28$S 和 18S 条 带 , 并 且 纯 度 均 较 高 , 0D,w/0D,wo 值 在 1.8~2.2 之 间 、 
OD OD [KT 2.0, 但 是 只 有 本 试验 改良 CTAB 法 (一 ) 获 得 较 高 的 RNA 产量 ,从 5 个 不 同 发 育 时 期 的 野 苹 果 
果实 中 提取 的 RNA 平均 值 在 116.79 ~474.76 ug  g ^; PER CTAB 法 (一 ) 通 过 延长 LiCl 沉淀 时 间 , 将 -20 % 放 
置 15 min 改 为 4 放置 过 夜 ( 时 间 不 超过 16 h) ,可 以 有 效 地 除去 RNA 中 的 杂质 污染 ,使 得 RNA 充分 沉淀 。 这 种 
改良 方法 耗 时 相对 较 长 ,需要 2 d, 但 是 方法 易于 操作 且 提 取 成 本 较 低 。 因 此 ,改良 CTAB 法 ( 


) 是 适用 于 提取 野 


苹果 果实 (尤其 是 发 育 晚期 ) 总 RNA 的 有 效 方法 ,完全 可 以 满足 后 期 的 分 子 生物 学 试验 所 需 。 


关键 词 : 新 疆 野 苹果 (Malus sieversii); 总 RNA; 提取 方法 ; 改良 CTAB 法 


新 疆 野 苹果 ,又 称 塞 威 士 苹果 (Malus sieversii) , 
属于 第 三 纪 子 遗物 种 ,是 现代 人 工 栽培 苹果 的 直系 
祖先 ,是 中 国 经 济 果树 资源 中 惟一 的 天 然 基 因 库 ,也 
是 世界 野 苹果 基因 库 的 重要 组 成 部 分 2 -2 。 因 此 新 
疆 野 苹果 作为 研究 材料 具有 重要 研究 价值 。 

RNA 的 质量 将 直接 影响 cDNA. 合成 .基因 克 
AE .基因 表达 分 析 和 功能 基因 筛选 等 后 续 研 究 的 成 
败 中 。 从 时 苹果 果实 中 获取 高 质量 RNA 是 对 野草 
果 果 实生 长 发 育 和 代谢 等 相关 基因 进行 分 子 生物 学 
研究 的 重要 基础 。 墅 苹果 果实 富 含 多 酚 多 糖 类 物 
质 及 其 他 次 生 代谢 产物 ,这 加 大 了 RNA 提取 的 难 
度 “- 中 ,而 且 在 时 苹果 成 熟 后 期 ,RNA 降解 的 趋势 
大 于 合成 , RNA 的 提取 更 加 困难 "。 此 外 ,各 种 市 
售 的 RNA 提取 试剂 合并 未 针对 野 苹果 果实 RNA 的 
提取 质量 做 统一 对 比 。 

目前 ,对 于 植物 果实 RNA 的 提取 ,CTAB 法 的 
应 用 更 为 广泛 ,并且 相 较 于 试剂 盒 有 更 好 的 提取 效 
RO, 文献 [8] 的 改良 CTAB 法 是 对 经 典 CTAB 法 
进行 了 适当 改良 ,并 取得 比 经 典 CTAB 法 更 好 的 
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RNA 提取 效果 。 改 良 CTAB 法 是 在 CTAB 提取 缓冲 
液 中 加 入 一 些 还 原 剂 ,如 B - 殖 基 乙醇 来 避免 褐 化 
物质 对 RNA 的 影响 ” ;用 氯仿 - 异 戊 醇 来 抽 提 可 以 
进一步 使 蛋白 质变 性 分 层 并 去 除 脂 类 "" ;用 低温 预 
冷 的 无 水 乙醇 来 沉淀 RNA"… 。 田 伟 等 ” 和 杜 凡 
等 "' ”各自 对 CTAB 法 进行 了 改良 ,在 提取 苹果 茎 尖 
和 叶片 等 组 织 的 RNA 时 得 到 了 很 好 的 效果 ,提取 值 
KÆ 680.5 ng ' g“。 他 们 都 利用 了 LiCl 来 初次 
沉淀 RNA ,然后 再 利用 低温 预 冷 的 无 水 乙醇 沉淀 
RNA。 使 用 LiCl 和 无 水 乙醇 来 沉淀 RNA 比 单独 使 
用 无 水 乙醇 沉淀 RNA 的 效果 要 好 '” 。 宋 成 秀 等 
利用 改良 的 CTAB 法 提取 了 野 苹果 果实 总 RNA ,该 试 
验 只 用 了 无 水 乙醇 来 沉淀 RNA, 提 取出 的 RNA 质量 
并 不 是 很 高 ,在 46.2 ~54.3 ug ' g“”。 此 外 ,该 试验 
还 对 比 了 RNeasy plant Mini kit, EASYspin Plus 植物 
RNA 快速 提取 试剂 盒 .RNA pure plant plus reagent 复 
杂 植 物 总 RNA 提取 试剂 盒 这 3 种 试剂 盒 方 法 ,但 提 
取 效 果 都 不 如 改良 CTAB 法 ,3 种 试剂 盒 方 法 提取 的 
总 RNA 产量 在 1.5~15.0 pg * g'o 
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本 研究 以 不 同 发 育 时 期 野 苹 果 果 实 为 材料 , 采 
用 TaKaRa 试剂 盒 , 全 氏 金 试剂 盒 、 田 伟 等 改良 的 
CTAB 法 以 及 在 田 伟 和 杜 几 等 基础 上 本 试验 改良 的 
CTAB 法 (一 ) 和 CTAB 法 (二 ) 这 5 种 方法 对 野 苹果 
果实 RNA 进行 提取 。 在 此 基础 上 ,希望 找到 一 种 在 
不 同 发 育 期 野 苹果 果实 中 能 获得 高 质量 RNA 的 提 
取 方 法 ,以 便 后 续 开 展 野 苹果 果实 分 子 生物 学 的 深 
入 研究 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

试验 所 用 植物 材料 为 新 疆 野 苹果 有 果实。 苹果 样 
品 均 采 自 新 疆 伊 犁 自治 州 巩 留 县 野 果 林 。 依 据 苹果 
生长 过 程 的 5 个 关键 时 期 "9, 包括 细胞 分 裂 期 . 细 
胞 膨大 期 ,淀粉 积累 期 可 溶性 固体 积累 期 淀粉 降 
解 期 。 试 验 分 别 于 6 月 17 日 ( 盛 花期 后 23 d) 7 月 
4 日 ( 盛 花期 后 40 d) 7 H 28 日 ( 盛 花期 后 64 d) 8 
H 28 日 ( 盛 花 期 后 94 d) .9 月 28 日 ( 盛 花期 后 124 
d) 进 行 了 5 次 采样 (图 1)。 每 次 12:00 选取 树冠 西 
侧 充 分 照 光 的 果实 , 取 15 个 果实 迅速 去 籽 后 ,将 果 
实 切 块 于 液 氮 中 速冻 ,保存 于 -80 CHH. FKA 
样 均 有 5 组 生物 学 重复 ,并 且 每 个 样品 单独 提取 
RNA 2 次 。 
1.2 RNA 提取 方法 
1.2.1 试剂 盒 法 “分别 用 购 自 TaKaRa 公司 的 
RNAiso for Polysaccharide-rich Plant Tissue 试剂 盒 
(9752 A) II 4 EX 4 ^E 7] 3E AR FE ZH] ES] TransZol 
Plant 试剂 盒 (ET121 ) 按照 说 明 书 步骤 要 求 进行 
RNA 提取 ,这 2 种 试剂 盒 方 法 耗 时 很 短 ,提取 一 个 
样品 的 RNA 仅 需 要 1 hs 
1.2.2 田 伟 等 改良 的 CTAB 法 ” 田 伟 等 "1 在 
CTAB 法 的 基础 上 作出 了 适当 的 改进 ,具体 方法 如 
OD 称 取 蔷 果 茎 尖 或 其 他 组 织 约 0. 1 g, 在 液 氮 中 
研 成 细 粉 ,快速 转 入 含 850 pL 预先 在 65 ^C 预 热 的 


提取 液 [3% 十 六 烷 基 三 甲 基 洗 化 铵 (CTAB);100 
mmol * L'! Tris - HCl, pH 8. 0;25 mmol : L ZZE 
四 乙酸 (EDTA) ,pH 8.0;2 mol - L'' NaCl) ;用 前 加 
人 2% 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 (PVP) 和 4% B - 琉 基 乙醇 
的 2 mL 离心 管 中 , 洲 涡 振荡 2 min, 在 65 CKP 
保温 10 min; Q) 将 离心 管 取出 ,加 入 等 体积 氯仿 : 异 
戊 醇 (24: 1) (V/V) , 洲 涡 振荡 混 匀 ,4 % ,12 000 v - 
min ”离心 10 min; Q) 转移 上 清 液 至 新 的 离心 管 中 ， 
重复 步骤 @ 四 ;由 将 上 清 液 转移 至 另 一 新 的 离心 管 
中 ,加 入 1/3 体积 8 mol * L^! LiCl, -20% 放 置 15 
min;4 C ,12 000 r * min ' $ù 10 min, 弃 上 清 液 ， 
得 到 沉 于 离心 管 底部 的 RNA;@ 7596 的 乙醇 洗涤 沉 
淀 2 次 ,室温 下 干燥 ;@ 用 100 uL DEPC - H,0 溶 
解 RNA, 加 入 1/10 体积 3 mol + L^' NaAc (pH 5.2) 
和 2.5 倍 体积 无 水 乙醇 , -20 ChE 15 mn; O 4 
C ,12 000 r * min 离心 10 min, 弃 上 清 液 ;@ 7596 
的 乙醇 洗涤 沉淀 2 次 ,室温 下 干燥 ,将 沉淀 洲 于 30 
uL DEPC - H,O 中 , - 80 CC 冻 存 。 该 方法 总 共 耗 时 
4-5h, 

1.2.3. 改良 的 CTAB 法 (一 ) 结合 李 冬 霞 0 改良 
的 CTAB 法 ,本 试验 对 田 伟 等 改良 的 CTAB 法 作 了 
改动 ,将 1.2.2 步骤 四 中 -20 CHE 15 min 改 为 4 
所 放 置 过 夜 ( 时 间 不 超过 16 h) ,其 余 步 又 不 变 。 该 
方法 总 共 耗 时 2 d。 

1.2.4 改良 的 CTAB 法 (二 ) 结合 杜 凡 5 改良 的 
CTAB 法 ,本 试验 又 进行 了 如 下 尝试 :QD 称 取 野 苹果 
果实 约 0. 1 g, 在 液 氮 中 人 研 成 细 粉 ,快速 转 入 含 850 
AL 预先 在 65 "C 预 热 的 提取 液 (3% CTAB; 100 
mmol - L^! Tris - HCl, pH 8.0;25 mmol - L ! ED- 
TA,pH 8.0;2 mol - LNaCl; 用 前 加 入 2% PVP 和 
496 B — Sii d EST] 2 mL 离心 管 中 , 洲 涡 振荡 2 min, 
在 65 CKP 10 min ; Q2 将 离心 管 取出 ,加 入 
等 体积 氯仿 : 异 戊 醇 (24: 1) 和 水 饱和 酚 , 流 涡 振荡 
混 名 ,4% ,12 000 r ， min 离心 $ min;(Q 转移 上 清 
液 至 新 的 离心 管 中 ,重复 步骤 @ 四 ;@ 将 上 清 液 转 移 
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图 1 5 个 不 同 发 育 时 期 的 野 便 果 果 实 样品 


Fig.1 Samples of Malus sieversii fruits at five different developmental stages 
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至 新 的 离心 管 中 , 加 入 1/3 体积 8 mol : L^ LC, 
4 % 过 夜 沉 淀 (时 间 不 超过 16 h) ,4 % ,12 000 r - 
min 1 离心 20 min , 弃 上 清 液 ;@ 用 500 pL SSTE 2€ 
冲 液 (1 mol © L'^' NaCl;0. 5% SDS;10 mmol . L^! 
Tris - HCl, pH 8.0;1 mmol - L” EDTA ,pH 8.0) X% 
解 沉 淀 , 置 于 冰 上 ;(@ 用 等 体积 氯仿 : FEIER (24:1) 
和 水 饱和 酚 提 取 ,4 C ,12 000 r * min ^  Zi4^ 5 min; 
D 小 心 吸取 上 清 , 加 2 倍 体积 无 水 乙醇 , -70 Cik 
置 30 min;@4 C ,1 2000 r * min ^! Zi» 20 min, Æ 
上 清 液 , 用 75% 的 乙醇 洗涤 沉淀 2 次 ,室温 下 干燥 ， 
将 沉淀 溶 于 30 uL DEPC - H,O 中 , - 80 CRE. 
该 方法 共 耗 时 2 d。 
1.3 RNA 完整 性 及 质量 检测 
1.3.1 RNA 定 量 分 析 用 Nanodrop -2000 型 核酸 
蛋白 检测 仪 测定 总 RNA 的 浓度 及 纯度 ,测量 其 在 
230 nm .260 nm 和 280 nm 处 的 紫外 吸光 值 (0D)。 
每 种 方法 重复 提取 3 次 并 分 别 测定 , 取 平 均值 。 根 
据 ODs OD ,OD44/ OD HY EEES HT RNA 纯度 。 
当 OD / OD »1. 8 时 ,计算 RNA 总 产量 :RNA 得 
率 = RNA 浓度 (40 x OD2o x 稀释 倍数 ) x 样品 体 
积 /样品 质量 。 
1.3.2 RNA 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 RNA 经 1% 琼 
FORE s FB, UK JE , H E P SERE LER COELI 
Tanon - 2500R ) 观察 其 完整 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同方 法 提取 的 总 RNA 完整 性 比较 

分 别 利 用 上 述 5 种 方法 提取 不 同时 期 的 野 苹 果 
果实 总 RNA ,所 得 到 的 凝 胶 电泳 图 的 结果 一 致 。 通 
过 凝 胶 电泳 图 可 以 初步 判断 提取 的 总 RNA 完整 性 
以 及 是 否 有 DNA 和 蛋白质 污染 。 将 5 种 提取 方法 
所 得 的 总 RNA 在 196 的 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 检 
测 ,发 现 通过 改良 CTAB 法 (一 ) 提 取 的 RNA 得 到 了 
比较 完整 并 且 清 晰 的 条 带 , 没 有 明显 的 弥散 和 DNA 
污染 现象 ,28S rRNA 的 亮度 几乎 是 18S rRNA 的 2 
倍 (图 2 -1) ,说 明 RNA 完整 性 较 好 ,降解 少 。2 种 
试剂 盒 (全 氏 金 和 TaKaRa ) 方 法 虽然 耗 时 得 ,操作 
简便 ,但 是 均 未 能 从 墅 芋 果 果实 中 提取 出 完整 的 
RNA ,很 可 能 是 提取 过 程 中 RNA 降解 过 于 严重 造成 
的 (图 2 -4 和 图 2-5)。 本 试验 所 改良 的 CTAB 法 
(二 ) 和 田 伟 等 改良 的 CTAB 法 虽然 也 能 提取 出 果 
实 的 总 RNA ,但 是 提取 量 不 足以 满足 后 期 分 子 生物 


1 2 3 4 5 
注 :1 ~5 分 别 代表 改良 CTAB 法 (一 ) 改良 CTAB 法 (二 ) 、 田 伟 等 改 
良 的 CTAB 法 全 氏 金 试剂 盒 和 TaKaRa 试剂 盒 。 
图 2 5 种 方法 提取 的 野 苹果 果实 总 RNA 的 电泳 图 
(以 盛 花期 23 d 后 为 例 ) 
Fig.2  Electrophoretic map of total RNA extracted from 


M. sieversii fruits using five methods ( fruits after 


flowering for 23 days) 


注 :1 ~5 分 别 代 表 盛 花期 后 23 d 40 d.64 d.94 d,124 d, 
图 3 改良 CTAB 法 (一 ) 提 取 不 同 发 育 时 期 
野 苹果 果实 的 总 RNA 
Fig.3 Total RNA extracted with the improved CTAB method 


I from M. sieversii fruits at different developmental stages 


学 试验 所 需 ( 图 2 -2 和 图 2 -3) 。 而 本 试验 改良 的 
CTAB 法 (一 ) 比较 适合 于 提取 野 苹果 果实 总 RNA。 
在 此 基础 上 ,本 试验 利用 改良 CTAB 法 (一 ) 提 
取 了 5 个 发 育 时 期 的 野 苹果 果实 总 RNA ,结果 如 图 
3 所 示 ,5 个 时 期 的 样品 均 可 以 得 到 比较 完整 的 
RNA ,而 且 从 果实 发 育 初期 到 后 期 有 明显 的 RNA 降 
解 现 象 ,可 能 是 由 于 发 育 后 期 的 果实 内 部 包括 RNA 
酶 在 内 的 各 种 水 解 酶 大 量 积累 ,同时 多 酚 多 糖 的 
含量 也 随 之 增加 导致 RNA 的 提取 更 加 困难 ,所 以 条 
带 的 亮度 逐渐 变 暗 。 
2.2 不 同方 法 提取 总 RNA 的 纯度 和 产量 比较 
将 用 5 种 方法 提取 的 不 同时 期 果实 的 RNA 样 
品 经 Nanodrop - 2000 型 核酸 蛋白 检测 仪 检测 ,所 得 
到 的 峰 图 的 结果 一 致 ,如 图 4 所 示 。 只 有 3 种 CTAB 
法 的 检测 图 呈 单 峰 。 用 TaKaRa 试剂 盒 提 取 的 
RNA ,其 OD / OD 0 值 都 大 于 2.2 ,0D44,/0D [8 ED 
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不 同 提取 方法 得 到 的 RNA 浓度 检测 峰 图 ( 以 盛 花期 23 d 后 为 例 ) 


Fig.4 Peak values of RNA concentration obtained by different extraction methods ( fruits after flowering for 23 days) 


小 于 2. 0。 通 过 全 氏 金 试剂 盒 提 取 的 RNA, 其 
OD,4,/ OD, E/F 1. 8, OD4/OD,, 值 均 小 于 
2.0。 而 田 伟 等 改良 的 CTAB 法 以 及 本 试验 改良 的 
CTAB 法 (一 ) ,CTAB 法 (二 ) 提 取出 来 的 总 RNA 经 
检测 ,其 OD w/OD EIIE 1. 8 -2.0 ZR], OD4u/ 
0D 值 基本 都 大 于 2.0。 其 中 改良 CTAB 法 (一 ) 提 
取出 的 RNA 产量 最 高 ( 表 1)。 从 5 个 不 同 发 育 时 
期 的 野 苹果 果实 中 提取 的 RNA 平均 值 在 116.79 ~ 
474.76 ug * g”。 因 此 ,上 述 5 种 方法 中 ,改良 
CTAB 法 (一 ) 是 最 适合 于 从 墅 苹果 果实 中 获取 高 质 
量 RNA 的 方法 ,虽然 此 法 耗 时 2 d, 但 是 提取 效果 非 
常 好 。 即 使 是 发 育 后 期 ,果实 总 RNA 降解 非常 严重 
以 及 多 酚 多 糖 等 次 生 代谢 产物 大 量 积累 的 情况 
TOP ,该 方法 也 可 以 提取 出 较 高 质量 、 稳 定性 好 的 
总 RNA ,以 便于 后 期 用 于 严 光 定量 PCR 等 分 子 生 物 


3.1 讨论 

获取 高 纯度 和 高 浓度 的 总 RNA 是 对 时 苹果 进 
行 后 续 qPCR 基因 文库 构建 等 分 子 生物 学 研究 的 
基础 。RNA 的 提取 会 受到 诸多 因素 的 影响 。 不 同 
种 类 的 植物 以 及 同 种 植物 的 不 同 组 织 往往 需要 不 同 
的 RNA 提取 方法 。 蕴 果 ( 野 荚果) 果实 提取 出 较 
高 质量 和 浓度 的 RNA 比较 困难 ,原因 在 于 苹果 ( 野 
苹果 ) 果 实 中 含有 大 量 的 多 酚 多 糖 、 可 溶性 果 胶 以 


及 其 他 次 生 代 谢 产物 2 。 多 糖 的 性 质 与 RNA JH 
似 ,在 提取 过 程 中 易 与 RNA 一 起 形成 胶 状 沉淀 ,在 
后 继 试验 中 易 与 酶 结合 使 酶 失 活 ,严重 干扰 试验 的 
进行 ; 酚 类 物质 被 氧化 后 形成 醒 类 物质 与 RNA 不 可 
道 的 结合 ,导致 RNA 活性 丧失 ; 果 胶 能 够 阻碍 核酸 
的 分 离 , 大 大 降低 RNA ARO, 

本 试验 所 用 的 2 种 试剂 盒 L TaKaRa 公司 的 
RNAiso for Polysaccharide-rich Plant Tissue 试剂 盒 
(9752 A) ftl 4 E& 4 ^E: V] EAR PRZ H AY TransZol 
Plant 1358] ( ETI21) ] 提 取 野 苹果 果实 的 RNA 效 
RME, M TaKaRa 试剂 盒 提取 的 RNA ,其 0D;6o/ 
OD EET. 2. 2 ,0D4/ OD, EEF 2.0, 说 明 
RNA RE HL Ck die du 7 ; 提取 出 的 
RNA 产量 较 低 ,从 5 个 不 同 发 育 时 期 的 野 苹果 果实 
中 提取 的 RNA 平均 值 在 0.16 ~4.20 png. g CX 
1) 。 通 过 全 氏 金 试剂 盒 提取 的 RNA , HOD / OD 
值 均 小 于 1. 8,0D44,/0D,4 (&357]N-F 2. 0, XH RC 
的 总 RNA 样品 中 蛋白质 和 糖 类 及 多 酚 类 物质 污染 
明显 ;提取 出 的 RNA 产量 极 低 ,从 5 个 不 同 发 育 
时 期 的 野 苹果 果实 中 提取 的 RNA 平均 值 在 12.45 ~ 
63.9 ng * g ( 表 1)。 

综合 苹果 RNA 提取 方法 , CTAB 法 较为 经 
典 2 。 因 此 本 试验 采用 了 3 种 改良 CTAB 法 来 提 
取 时 苹果 果实 的 总 RNA。 这 3 种 CTAB 法 提取 总 
RNA 的 OD w/OD EEIE 1. 8 ~2.0 之 间 ,0D,w/ 
0OD20 值 基本 都 大 于 2.0( 表 1) ,表明 RNA 纯 度 较 
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R1 5 种 方法 提取 的 不 同 发 育 时 期 的 总 RNA 纯度 及 产量 的 比较 
Tab.1 Compared results of total RNA purity extracted by five methods and yield of M. sieversii fruits 


at different developmental stages 


RNA 提取 方法 pe 
(平均 值 寺 标准 差 ) (平均 值 二 标准 差 ) (平均 值 二 标准 差 ) 
TaKaRa 试剂 盒 盛 花期 后 23 d 2.79 + 上 0.28 0.15 «0.04 4.20 +1.08 
戌 花期 后 40 d 2.23 +0.11 0.31 +0.06 1.14 +0.04 
盛 花期 后 64 d 2.78 +0.08 0.14 +0.03 2.05 +0.22 
成 花期 后 94 d 2.45 +0.21 0.04 +0.01 2.71 +0.14 
成 花期 后 124 d 2.71 +0.17 0. 10 +0.03 0.16 +0.05 
AE AE BUR 成 花期 后 23 d 1.38 +0.16 0.22 +0.08 63.9 +19.08 
成 花期 后 40 d 1.41 +0.25 0.19 +0.06 50.8 +10.04 
戌 花期 后 64 d 1.55 +0.23 0.56 +0.19 57.8 +22.12 
盛 花 期 后 94 d 1.04 +0.15 0.28 +0.08 24.12 +9.14 
成 花期 后 124 d 0.78 +0.16 0. 08 +0. 02 12.45 +4. 18 
伟 等 改良 的 CTAB 法 成 花期 后 23 d 1.96 +0.05 2.03 +0.03 78.63 +19.71 
盛 花 期 后 40 d 2.01 +0.14 2.07 +0.07 46.78 +10.25 
盛 花期 后 64 d 1.98 +0.08 2.11 +0.09 34.59 +8.79 
E 成 花期 后 94 d 2.07 +0.06 2.01 +0.05 21.45 +6.48 
z REWA 124 d 1.94 +0.07 2.11 +0.11 11.74 +3.09 
改良 CTAB 法 (一 ) 成 花期 后 23 d 2.09 +0.08 2.29 +0.08 474.76 +176.41 
成 花 期 后 40 d 2.11 +0.07 2.18 +0.07 268.29 +91.50 
ada 盛 花期 后 64 d 2.02 +0.04 2.22 +0.12 164.26 +80. 20 
= 成 花 期 后 94 d 2.12 +0.08 2.05 +0.06 126.53 +44.30 
成 花期 后 124 d 2.09 +0.09 2.13 +0.13 116. 79 + 上 48.52 
改良 CTAB 法 (二 ) 盛 花期 后 23 d 1.99 +0.11 2.01 +0.04 24.45 上 7.74 
成 花期 后 40 d 1. 89 +0.06 2.09 +0.07 19. 56 +4.43 
j. 盛 花期 后 64 d 2.01 +0.15 2.01 +0.03 11.45 +5.08 
- 盛 花期 后 94 d 1.96 +0. 08 2.06 +0.07 7.05 «1.24 
成 花 期 后 124 d 2.04 +0.12 2.15 +0.13 7.56 +2.55 


高 。 田 伟 等 "改良 的 CTAB 法 提取 的 RNA 产量 较 
低 , 从 5 个 不 同 发 育 时 期 的 野 苹 果 果 实 中 提取 的 
RNA 平均 值 在 11.74 ~78.63 ug - g. ( 表 1) ,该 方 
法 没有 取得 很 好 效果 的 原因 可 能 是 由 于 LiCl 沉淀 
时 间 太 短 ( -20 CHE 15 min) ,导致 RNA 没有 充 
分 沉淀 下 来 。 

改良 CTAB 法 (一 ) 是 在 田 伟 等 和 李 冬 霞 '” 
改良 的 CTAB 法 的 基础 上 ,将 LiCl 沉淀 RNA 时 间 由 
- 20 放置 15 min 改 为 4 放置 过 夜 , 这 样 可 以 有 
效 地 去 除 残 余 多 酚 多 糖 ,进一步 除去 RNA 中 的 


关键 。 改 良 CTAB 法 (一 ) 提 取 的 RNA 质量 和 产量 
均 较 高 。 从 5 个 不 同 发 育 时 期 的 野 苹果 果实 中 提取 
的 RNA 平均 值 在 116.79 ~474.76 ug * g (K 1), 

改良 CTAB 法 (二 ) 是 结合 了 田 伟 等 "和 杜 
JU? BL RU CTAB 法 ,利用 等 体积 氯仿 : SIR 
(24:1) 和 水 饱和 酚 进 行 抽 提 。 此 外 ,在 LiCl 过 夜 
沉淀 后 利用 SSTE 缓冲 液 来 溶解 沉淀 ,再 次 用 等 体 
积 氯仿 : 异 戊 醇 (24:1) 和 水 饱和 酚 进 行 抽 提 。 水 饱 
和 酚 在 低 pH 的 情况 下 能 促进 水 相 中 的 蛋白 和 DNA 
向 有 机 相 分 配 ,从 而 最 大 限度 的 除去 总 RNA 中 的 蛋 


TA 


DNA 污染 ;同时 过 夜 可 以 让 RNA 充分 沉淀 ,但 沉淀 
时 长 若 超过 16 h, RNA 会 严重 降解 ,因此 把 握 好 这 
一 过 程 的 沉淀 时 间 是 能 否 提取 出 高 质量 总 RNA 的 


白 和 DNA, 但 是 本 方法 提取 野 苹 果 果 实 RNA 的 产 
量 并 不 佳 。 从 5 个 不 同 发 育 时 期 的 野 苹果 果实 中 提 
取 的 RNA 平均 值 在 7.05 ~24.45 ug - g (E 1). 


TOS 区 


在 野 苹果 果实 总 RNA 的 提取 过 程 中 ,有 几 个 关 
键 问题 需要 注意 :J 在 液 氮 中 保存 的 果实 会 变 的 异 
常 坚 硬 , 为 避免 空气 中 RNA 酶 的 降解 作用 ,必须 将 
果实 快速 研磨 至 粉末 ;@ 在 抽 提 过 程 中 ,避免 吸入 
上 清 层 以 外 的 下 层 溶 液 , 以 便 减少 杂质 污染 ;@ 清 
洗 沉淀 后 应 使 沉淀 尽 可 能 的 完全 干燥 , 因为 残余 的 
酒精 里 很 可 能 含有 盐 .多 糖 等 杂质 ,从 而 干扰 后 续 的 
RNA 纯度 检测 ,但 是 干燥 时 间 不 宜 过 长 ,以 免 RNA 
3.2 结论 

综 上 所 述 ,本 试验 所 用 的 2 种 试剂 盒 无 法 从 野 
苹果 果实 中 提出 总 RNA。 虽然 田 伟 等 改良 的 
CTAB 法 和 本 试验 改良 的 CTAB 法 (二 ) 提 出 的 RNA 
纯度 较 高 ,但 产量 偏 低 。 本 试验 所 用 的 改良 CTAB 
法 (一 ) 提 取 的 RNA 质量 和 产量 均 较 高 。 从 5 个 不 
同 发 育 时 期 的 野 苹 果 果 实 中 提取 的 RNA 平均 值 在 
116.79 ~474.76 ug * g  。 虽 然 改良 CTAB 法 (一 ) 
步骤 比较 繁琐 , 耗 时 2 d, 但 是 方法 易于 操作 且 提 取 
成 本 较 低 。 因 此 ,改良 CTAB 法 (一 ) 是 对 野 革 果 果 
实 ( 尤 其 是 晚期 果实 ) 进行 RNA 提取 的 首选 方法 。 
该 方法 的 建立 为 野 侠 果 分 子 生物 学 研究 奠定 了 良好 
的 技术 基础 ,同时 也 对 其 他 富 含 多 酚 多 糖 的 植物 材 
料 的 RNA 提取 有 很 好 的 借鉴 意义 。 
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Choosing of Methods for Total RNA Extraction from Malus sieversii 


Fruits in Xinjiang 
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Abstract: Malus sieversii fruits are rich in polysaccharides , polyphenols , soluble pectin and other secondary me- 
tabolites. Therefore ,it is relatively difficult to extract the total RNA from M. sieversii fruits. In order to choose an ef- 
fective extraction method , five RNA extraction methods including the TaKaRa Kit, Trans Kit, improved CTAB meth- 
od by Tian Wei ,modified CTAB method I and CTAB method [I were compared using the fruits at five different de- 
velopmental stages. Results showed that neither kits method was able to be used to extract the RNA from M. sieversii 
fruits. The quality of total RNA extracted with three modified CTAB methods was good , with two distinct electropho- 
resis bands of 28S and 188 rRNA ,the OD44/0D,, values ranged from 1.8 to 2. 2,and the OD44/0D,,, value was 
higher than 2. 0. But only the modified CTAB method I was an effective method to yield high quantity of total RNA. 
The average extraction values of fruits at five different developmental stages were ranged from 116. 79 ug * g "to 
474.76 ug * g '. For the modified CTAB method I,the impurity in the RNA was effectively removed by extending 
LiCl precipitation time and placing extraction under 4 °C for overnight aging (not longer than 16 hours) instead of 
— 20 "C for 15 min. Although this method took 2 days ,the method was easy to operate , and the extraction cost was 
low. Therefore, the modified CTAB method I is an effective method for total RNA extraction from M. sieversii fruits 
(especially for the ripe fruits) , which could be used in further molecular biology research. 
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